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£3 J m l S nX P H 0n h als ° a 7 m P7 ed u b >< ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 

TflTotd sl^n ° r A , ; ,s . re .P° rt and ' 0r sheets c °" tai ™S rectifications made before this Authority (see Rule 
/U.Io and beet on 607 of th*» AHmimctrntivp inctr,^»i«„. r*^^ * v 



70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
These annexes consist of a total of 20 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



II 


□ 


Priority 




III 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive 


step and industrial applicability 


IV 
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Lack of unit>' of invention 




V 


IEI 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty 
citations and explanations supporting such statement 


inventive step or industrial applicability; 


VI 
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Certain documents cited 




VII 
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Certain defects in the international application 




VIII 
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Certain observations on the international application 
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27 January 2001 (27.01.01) 


Date of completion of this report 

1 1 October 2001 (1 1.10.2001) 
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Facsimile No. 
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Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXA MINATION REPORT 
I. Basis of the report 



International application No. 

PCT/EP00/06214 



I I. With regard to the elements of the international application:* 
[ [ the international application as originally filed 



thE deSCriP,i ° n: ,.5-1012-28 • » f " ed 

P a £ es " [ filed with the demand 

2-4.4a.II.ua filed with the letter of 04 Septembe r 2001 (04.09.2001) 

the claims: , as originally filed 

pageS ' , as amended (together with any statement under Article 19 

P ages " , filed with the demand 

P D a a f e S s ,. ,7 ,f„ed with the letter of 04 September 2001 (04.09.2001) 

the drawings: ^ ^ originally filed 

pages ~~ " \ filed with the demand 

pages ____ , ■ 



pages 



. filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 



____ , as originally filed 

pagCS " ~ filed with the demand 



pages 
pages 



, filed with the letter of 



-> With regard to the language, al. the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 

Se in Sona application was filed, un.ess otherwise indicated under this «cm which js; 

1 These elements were available or furnished to this Authority m the following language 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

□ the laneuaee of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

I 3 With reeard to anv nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
1 ' ' preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 
[ | contained in the international application in written form. 
[~~| filed together with the international application in computer readable form. 
| | furnished subsequently to this Authority in written form. 
| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does no. go beyond the disclosure ,n the 
international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listmg has 
been furnished. 

4. Q The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages - 

| 1 the claims. Nos. . 



| | the drawings, sheets/fig . 



n This report has been established as if (some of) the amendments had not been made since they have been considered to go 
5- LJ beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

I * * Zty 1 replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-17 



1-17 



1-17 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Novelty (PCT Article 33(2)): 



US-A-5 204 196 (Dl) is a relevant document and describes 
polymers having a polyethylene imine backbone to which a 
polyetheyleneglycol ether having the formula CH 3 -(0-CH 2 - 
CH 2 ) m O- is bonded by isocyanate (Dl, column 1, line 63 - 
column 2, line 8, and Examples 1 and 8). According to 
Example 1 of Dl (column 4, lines 1-3), the molar fraction 
of the PEO units is 64 %. In contrast, according to the 
application (cf. Claim 1, Formula II), the index "m" for 
the -Y-D unit is 1-200, that is, the molar fraction of the 
PEO units represented by -D is at least 100 % relative to 
the polyethylene imine structure. Therefore the claimed 
subject matter is novel over Dl . 



Inventive step (PCT Article 33(3)): 



The object according feo the application is the preparing 
of block copolymers suitable for complexing polynucleic 
acids in aqueous systems and as surfactants. 

Dl concerns not this problem but solid conductive polymer 
compositions having high ion conductivity. Therefore Dl 
cannot contribute anything which would help to solve the 
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problem addressed by the application; hence Dl does not 
suggest the claimed subject matter. 
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VERTRAG UBER^k INTERNATIONALE ZUSaAeNARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN QSgEBiCHTCT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
1999/116 WO 


m/citcdcc i/adccucw siehe Mittei!un 9 UDer die Ubersendung des intemationalen 
WEIT ERfcS VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/06214 


I ntemationales Anmeldedatum(Ta£/Afona*/Ja/?rj 
04/07/2000 


Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
15/07/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C08G81/00 


Anmelder 






KISSEL, Thomas 







1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 20 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/01/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
11.10.2001 




Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

— Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Ehrenreich, W 

Tel. Nr. +49 89 2399 8675 
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I. Grundlag des Berichts 

1 . Hinsichtlich der B standteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgeiegt wurden, geften im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70. 16 und 70. 17)Y. 
Beschreibung, Seiten: 



1,5-10,12-28 
2-4,4a,11,11a 



ursprungliche Fassung 
eingegangen am 



05/09/2001 mit Schreiben vom 04/09/2001 



Patentanspruche, Nr.: 

1-17 eingegangen am 



05/09/2001 mit Schreiben vom 04/09/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofem 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 



□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Pruf ung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 
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□ Zeichnungen, Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaften, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET)- Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 7 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

Neuheit. Art. 33(21: 

Relevantes Dokument ist US-A 5 204 196, D1, welches Polymere mit einem 
Polyethylenimin-Ruckgrat beschreibt, an das mittels Isocyanat ein Polyethylen- 
glycolether der Formel CH 3 -(0-CH 2 -CH 2 ) m O- gebunden ist; D1 , Sp. 1 , Z. 63 bis Sp. 2, 
Z. 8 und die Beispiele 1 und 8. GemaB Beispiel 1 von D1 (Sp. 4, Z. 1-3) betragt die 
Molfraktion der PEO-Einheiten 64%. Demgegenuber ist anmeldungsgemaB (vgl. 
Anspruch 1, Formel II) der Index "m" fur die Einheit -Y-D 1-200, d.h. die Molfraktion der 
durch -D reprasentierten PEO-Einheiten ist mindestens 100%, bezogen auf das 
Polyethylenimin-Gerust. Der beanspruchte Gegenstand ist daher gegenuber D1 neu. 

Erfinderische Tatiakeit. Art. 33fttt: 

Die anmeldungsgemaBe Aufgabe besteht in der Bereitstellung von Blockcopolymeren, 
die sich zur Komplexierung von Polynucleinsauren in wassrigen Systemen und als 
Tenside eignen. 

D1 befaBt sich nicht mit dieser Problematik, sondem mit festen leitfahigen Polymer- 
zusammensetzungen mit hoher lonenleitfahigkeit. Somit konnte D1 nichts zur Losung 
des anmeldungsgemaBen Problems beitragen, so daB D1 den beanspruchten Gegen- 
stand nicht nahelegt. 
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Anlage zurEind^vom 04.09.2001 

Austauschseite 2 

2. In alien Fallen wurde dazu der reaktive Terminus des hydrophilen, nichtionischen 
Polymers fur die Kopplungsreaktion mit dem kationischen Polymer durch ein 
Reagenz aktiviert, das im erzeugtem Copolymer ein Bruckenglied zwischen den 
Blocken darstellt. 

3. Das hydrophile, nichtionische Polymer war in alien Fallen ein lineares Polymer. 

Weiterhin sind aus US-A 5 204 196 Polymere bekannt, die ein PEI-RQckgrat 
enthalten, an das mittels eines Isocyanats ein Polyethylenglykolether der Formel 
-0(CH 2 -CH 2 ) n -CH 3 gebunden ist. Diese Polymere werden in Kombination mit 
anorganischen Salzen als feste elektrische Leiter verwendet. 

Es wurden neue kationische Blockcopolymere der allgemeinen Formel I und II 

(I) A(-X-B) n 

(II) C(-Y-D) m 
gefunden, worin 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares Oder verzweigtes Polymer mit 
einem Molekulargewicht von 1 00 bis 1 0.000.000 g/mol, vorzugsweise von 
1.000 bis 100.000 g/mol und insbesondere von 5.000 bis 50.000 g/mol stent; 



B 



fur ein lineares Oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 
100.000 g/mol und insbesondere von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem Stickstoffatom 
des PEIs verknijpft ist: 
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-OC(0,NH(CH 2 )„ N HC(0)- mil o = 1 bis 20, vorzugsweise 2 bis 10. insbesondere 4 
bis 6, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6 - 14 C- 
Atomen bestehend aus einem oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl- 
-0(CH 2 ) p C(0)- mit p = 1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 3, insbesondere 1, 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 -, 
-OC(O)-, oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 

n fur eine ganze Zahl von 1 ) 1 bis 200, vorzugsweise, 

2) 1 bis 50, 

3) 1 bis 12, 

4) 1 bis 8 oder, besonders bevorzugt, 

5) 2 bis 8 steht; 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 1 00 bis 
1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 100.000 g/mol und insbesondere 
von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 

steht, worin n< = 3 bis 25.000, vorzugsweise 10 bis 5.000 und insbesondere 10 
bis 1 .000 ist und R 1 fur Wasserstoff, einen a.iphatischen Rest wie (C^-Alky, 
(Methyl, Ethyl, tert.-Butyl und dergleichen) oder eine andere OH-Schutzgruppe 
GEAENDERTES BLATT 



THIS PAGE BL\NK (uspto) 




Austauschseite 4 



EP000621* 



wie Acyl (z.B. ggf. substituiertes Benzoxycarbonyl), ggf. substituiertes Benzyl 
P.colyl, oder einen zellularen Liganden, um die spezifische Aufnahme eines ' 
Nukleinsaure-Copolymer-Komplexes durch Bindung an 
Zelloberflachenproteine, insbesondere Rezeptoren, zu bewirken, stent; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 

folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem Stickstoffatom 
des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6 bis 14 C- 
Atomen bestehend aus einem oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl- 

-(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2 bis 10, vorzugsweise 2 bis 3. insbesondere 2, 
-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 

-(CH 2 ) u 0- mit u = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 
und 

m fur eine ganze Zahl von 1) 1 bis 200, vorzugsweise 

2) 1 bis 100, insbesondere 

3) 1 bis 50 steht, 

mit der MaAgabe, dafJ die Reste und Variab.en in Forme. II so definiert sind, da* 
keine Verbindungen der Formel I davon umfaBt werden. 

Die erfindungsgemaden kationischen Blockcopolymeren unterscheiden sich von den 
bekannten Blockcopolymeren in mindestens einem der drei folgenden Merkmalen: 
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Ein hydrophiles, nichtionisches Polymer ist mit Seitenarmen eines kationischen 
Polymers versehen. 

1. Die Bruckenglieder unterscheiden sich von jenen bekannter Blockcopolymere. 

2. Sie weisen ein verzweigtes hydrophiles, nichtionisches Polymer auf. 

Unter A werden vorzugsweise aus Kohlenstoff und Sauerstoff aufgebaute lineare 
Oder verzweigte Polymere, die gegebenenfalls auch cyclische, sternfSrmige Oder 
dendritische Strukturen enthalten konnen, wie beispielsweise Reste von linearem 
PEG, mehrarmig verzweigten PEG, sternformige PEG, Polysaccharide einschlieSlich 
Cyclodextrine, PVA, Arborole (Dendrimere mit endstandigen Hydroxygruppen), 
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Daruber hinaus konnen die Blockcopolymere auch 

• in Klebstoff- und Lacksystemen als Additiv 

• als Fixiermittel zur Verbesserung der Papierfestigkeit 

. als Primer fur Polymerverbundsysteme wie z. B. mehrlagige Verpackungsfolien 

• zur Kunstoffmodifizierung (Verbesserung der Anfarbbarkeit, Lackierbarkeit. 
Barrierewirkung) 

• zur Fixierung von Reaktivfarbstoffen auf Baumwolle 

• als Flockungs- und Dispergiermittel bei feinverteilten Schwebstoffen in 
industriellen Abwassern 

• zur Bindung von Schwermetallsalzen 

• zur Dispergierung organischer und anorganischer Pigmente 

• als Zusatz in keramischen und zementosen Bestanteilen 

• fur verschiedenste Funktionen in der Haut- und Haarkosmetik sowie im 
Dentalbereich 

• zur Fixierung von medizinischen Wirkstoffen Oder biologisch aktiven 
Verbindungen auf Oberflachen 

• zur Filtration von Endotoxinen und Pathogenen aus Blutplasma 

• zur Penetration durch Schleimhaute 
verwendet werden. 



Zudem bilden die Blockcopolymere in waSrigen Systemen Komplexe mit 
Polynukleinsauren, wie DNA und RNA einschlie&lich Ribozymen. Aufgrund dieser 
Eigenschaft sind sie geeignet als Vehikel Oder Vektoren fur den Gentransfer 
(Penetration durch Zellmembranen und Translokation in den Zellkern). Sie konnen 
daher in Transfektionsexperimenten, in der Gentherapie und Diagnostik Anwendung 
finden (siehe Abschnitt 0 Biologische Beispiele"). 

Die Erfindung betrifft daher insbesondere auch die Verwendung von Verbindungen 
der Formel I oder II, die wie oben definiert sind und in denen daruber hinaus Y fur - 
C(0)NH(CH2) S NHC(0)0- mit s = 1 bis 20, vorzugsweise 2 bis 10, insbesondere 4 
bis 6 stehen kann, zur Komplexierung von Polynukleinsauren, wie DNA, RNA und 



GEAENDERTES BLATT 



V. 




Austauschseite 11a 



EP0006214 



Ribozymen, in walirigen Systemen, sowie Zusammensetzungen, die mindestens eii 
solche Nukleinsaure und eine Verbindung der Formel I Oder II umfassen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der im vorstehenden Absatz definierten 
Verbindungen der Formel I Oder II als Tenside. 

Die folgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne dali diese 
darauf beschrankt ware. 
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Neue Patentanspruche 



1 . Verbindung der Formel I oder II 
(I) A(-X-B) n (||) C(-Y-D), 
in welcher 



m 



A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)- mit o = 1 bis 20, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)- mit Aryl = aromatische Einheit , 

-0(CH 2 ) p C(0)- mit p = 1 bis 10, 

-OC(O)-, oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 20; 

n fur eine ganze Zahl 1 bis 200 steht; 
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C fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 

100 bis 1.000.000 g/mol; 
D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 

-(CHzCHzOV-R 1 

steht, worin rV = 3 bis 25.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aiiphatischer Rest 
Oder eine andere OH-Schutzgruppe Oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Bldcke C und D Oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(Aryi)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit, 

-(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2 bis 10, 

-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, Oder 

-(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 20, 

und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 200 steht 

mit der Ma&gabe, daft die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind. 
daft keine Verbindungen der Formel I davon umfaftt werden. 
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2. Verbindung gemaB Anspruch 1 , in welcher 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares Oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 1.000 bis 100.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 100.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-0C(O)NH(CH 2 ) 0 NHC(O)- mit o = 2 bis 10, 

-OC(0)NH(AryT)NHC(0)- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 
-0(CH 2 ) P C(0)- mit p = 1 bis 3, 

-OCH 2 CH(OH)CH2-, 

-OC(O)-, oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 6, 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 50, 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 100.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
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-{CH 2 CH 2 0)„-R 1 



steht, worin n' = 10 bis 5.000 ist und R< Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest Oder eine andere OH-Schutzgruppe Oder ein zel.ularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der B.ocke C und D Oder fur ein Bruckenglied 
m.t folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(Aryl,NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 
-(CH 2 ),C(0)0- mit t = 2 bis 3, 



-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 
-(CH 2 ) 0 0- mit u = 1 bis 6; 
und 



m fur eine ganze Zahl von 1 bis 1 00 steht, 

mit der MaRgabe, dafi die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind 
da(S keine Verbindungen der Formel I davon umfalit warden. 



3. Verbindung gemaft Anspruch 1 oder 2. in welcher 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 5.000 bis 50.000 g/mol steht; 
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B fur ein lineares Oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B Oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)- mit o = 4 bis 6, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)- mit Aryl = Toluyl-, 

-0(CH 2 ) p C(0)- mitp = l, 

-OCH 2 CH(OH)CH2-, 

-OC(O)-, Oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 3; 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 12 steht; 



C 



fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 50.000 g/mol steht; 



D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 10 bis 1.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest oder eine andere OH-Schutzgruppe oder ein zellularer Ligand ist; 
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Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied 
m.t folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = Toluyl- 

-(CH 2 ),C(0)0- mitt = 2, 

-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 

-(CH 2 )uO- mit u = 1 bis 3; 

und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 50 steht 

mit der Ma&gabe, da* die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind 
dalS keine Verbindungen der Formel I davon umfaSt werden. 



Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel 
aufweist. 



5. Verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel II 
aufweist. 



6. Verbindung gemali einem der Anspruche 1 bis 4, in welcher X fur ein 
Bruckenglied der Formel -0C(O)NH(CH 2 ) 0 NHC(O)- steht. 
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Verwendung einer Verbindung der Formel II, in welcher Y fur ein Bruckenglied 
der Formel -C(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 - 10 steht und die ubrigen 
Reste wie in einem der Anspruche 1 bis 3 definiert sind, zur Komplexierung 
von Polynukleinsauren in waRrigen Systemen. 



Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dais man 

a) Verbindungen der allgemeinen Formel V 

(V) A-(OH) n mit A und n = wie in Formel I 
mit Diisocyanat umsetzt, oder 

b) Verbindungen der allgemeinen Formel VI 

(VI) A-(NH 2 )„ (mit A und n = wie in Formel I definiert) 

bei der Polymerisation von Ethylenimin dem Reaktionsansatz von 
Beginn der Polyreaktion an Oder erst spater im Verlauf der Polyreaktion 
zufugt, oder 

c) Verbindungen der allgemeinen Formel VII 

(VII) A-(OS(0) 2 R 4 )„ mit A wie in Formel I und R 4 = aliphatischer oder 
aromatischer Rest als Makroinitiator fur die Polymerisation von 
Ethylenimin einsetzt. 
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9. Verfahren zur Herstellung von Varblndungan der Formal II gamaB einam dar 
AnsprOoha 1 bis 3 und 5. dadurch gakannzaichnat. da 6 man Varbindungan 
der allgemeinen Formel IX 

(IX) D-OH (mit D wie in Formel II definiert) 

zunachst mit Diisocyanat und anschlieSend die erhaltene Verbindung mit 
linearem Oder verzweigtem Polyethylenimin umsetzt. 

(VIII) 

1 0. Verwendung einer Verbindung der Formel I oder II 
(I) A(-X-B),T (II) C(-Y-D) m 
in welcher 

A fur ein hydropses, nichtionisches, lineares Oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)- mit o = 1 bis 20, 
-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)- mit Aryl = aromatische Einheit , 
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-0(CH 2 ) p C(0)- mit p = 1 bis 10, 

-00(0)-, Oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 20; 

n for eine ganze Zahl 1 bis 200 steht; 

C fur ein iineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 

100 bis 1.000.000 g/mol; 
D fur einen Rest eines Qber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 



-(CH 2 CH 2 0)n-R 1 

steht, worin n' = 3 bis 25.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer Rest 
Oder eine andere OH-Schutzgruppe Oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D Oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 bis 20, 
-C(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit, 
-(CH 2 ),C(0)0- mit t = 2 bis 10, 
-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, Oder 
-(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 20, 
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und 



m fur eine ganze Zahl von 1 bis 200 stent, 

mit der MaGgabe, daB die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind, 
daS keine Verbindungen der Formel I davon umfaBt werden, 

zur Komplexierung von Polynukleinsauren in walirigen Systemen. 



Verwendung gemafJ Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Verbindung der Formel I Oder II, worin 

A fur ein hydropses, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 1.000 bis 100.000 g/mol steht; 

B for ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 100.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Brfickenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)- mit o = 2 bis 10, 

-0C(0)NH(Aryl)NHC(O)- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 

-0(CH 2 ) p C(0)- mit p = 1 bis 3, 

-OCH 2 CH(OH)CH2-, 
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-OC(OK Oder 

-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 6, 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 50, 

C fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 100.000 g/moi steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CHzCHzOn-R 1 

steht, worin n; = 10 bis 5.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest Oder eine andere OH-Schutzgruppe Oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 2 bis 10, 

-C(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kem, 

-(CH 2 ),C(0)0- mit t = 2 bis 3, 

-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 

-(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 6; 

und 
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m fur eine ganze Zahl von 1 bis 100 stent, 

mit der MaGgabe, daS die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind, 
da& keine Verbindungen der Formel I davon umfaBt werden, 

verwendet wird. 



Verwendung gemali einem der Anspruche 10 Oder 11, dadurch 
gekennzeichnet, da& eine Verbindung der Formel I oder II, worin 

A fur ein hydropses, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 5.000 bis 50.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und.B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-OC(O)NH(CH 2 ) 0 NHC(O)- mit o = 4 bis 6, 

-0C(O)NH(Aryl)NHC(O)- mit Aryl = Toluyl- 

-0(CH 2 ) p C(0)- mitp = 1, 

-OCH 2 CH(OH)CH2-, 
-OC(O)-, oder 
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-0(CH 2 ) q - mit q = 1 bis 3; 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 12 stent; 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 50.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 10 bis 1.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest oder eine andere OH-Schutzgruppe oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der BlOcke C und D oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht, dessen C-teminale Seite mit einem 
Stickstoffatom des PEIs verknupft ist: 

-C(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 4 bis 6, 
-C(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = Toluyl- 
-(CH 2 ),C(0)0- mit t = 2, 
-CH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 
-(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 3; 
und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 50 steht, 
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mit der Maligabe, da* die Reste und Variablen in Formel II so definiert sind 
daB keine Verbindungen der Formel I davon umfa&t werden, 



verwendet wird. 



Verwendung einer Verbindung gemali einem der Anspruche 10 bis 12 zur 
Komplexierung von DNA in wsaUrigen Systemen. 



Verwendung einer Verbindung gemali einem der Anspruche 10 bis 12 zur 
Komplexierung von RNA in walirigen Systemen. 



Verwendung einer Verbindung gemali einem der Anspruche 10 bis 12 zur 
Komplexierung von Ribozymen in walirigen Systemen. 



Zusammensetzung , die mindestens eine Nukleinsaure und eine Verbindung 
der Formel I oder II, die wie in einem der Anspruche 10 bis 12 definiert ist, 
umfalit. 



Verwendung einer Verbindung der Formel I oder II, die wie in einem der 
Anspruche 10 bis 12 definiert sind, als Tensid. 
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(54) Title: CATIONIC BLOCK COPOLYMERS 

(54) Bezeichnung: KATIONISCHE BLOCKCOPOLYMERE 

£ ^wv 5 *™^ inveatioa relates to Wock copolymers of formula A(-X-B)„ or C(-Y-D)u wherein A represents a hy- 

0O dropbilic polymer, B represents polyethyleneimine (PET), X represents a bridge, n represents 1-200, C represents PH, D represents 
O 7 e f^* 16 of a Polyethylene glycol, Y represents a bridge and m represents 1-200. The invention also relates to methods for pro- 
^ oucing the inventive cationic block polymers and to their use e.g. as a tenside and for completing nucleic acids. 

0(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft kationische Blockcopolymere der Formel A(-X-BX, oder Q-Y-D) m , in welchen 
A fur em hydropmles Polymer, B fur Polyemylenimin (PET), Xfiireine Brucke, n fur 1 - 200, C fur PEL, D fur den Rest eines 
^ Polyethylenglykols, Y fur eine Briicke und m fur 1 - 200 stehen, Verfahren zu ihrer Herstelhmg und ihre Verwendung u.a. alsTensid 
und zur Komplexierung von Nukleinsauren. 6 
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Kationische Blockcopolymere 
Beschreibung 

5 Aus der WO98/59064 sind PEI-PEG-Blockcopolymere und deren Verwendung als 
Vehikel fur den Transport von Nukleinsaure in hohere eukaryotische Zellen bekannt. 
Das beschriebene Copolymer wurde aus verzweigten PEI und linearen PEG 
aufgebaut. Fur die PEGylierung des PEI wurde Methoxy-succinimidyl-propionat-PEG 
verwendet. 

10 

S. V. Vinogradov, T. K. Bronich und A. V. Kabanov (Bioconjugate Chem. 1998, 9, 
805-812) beschreiben die Darstellung von PEI-PEG- und Polyspermin-PEG- 
Blockcopolymere durch Verwendung von verzweigtem PEI und verzweigtem 
Polyspermine durch Kopplungsreaktion mit einem mit 1,1 '-Carbonyldiimidazol 
15 aktivierten MonomethoxyPEG. Die Copolymere wurden fur die Komplexierung mit 
Oligonukleotiden verwendet. 

In L. M. Bronstein, M. Antonietti, et. al. (Inorganica Chimica Acta 1998, 280, 348-354) 
werden PEl-PEG-Blockcopolymere und deren Herstellung durch Kopplung von 
20 verzweigtem PEI mit MonomethoxyPEG, das uber eine endstandige 

Saurechloridfunktion verfugt, und deren Verwendung zur Darstellung von 
Metallkolloiden beschrieben. 

V. Toncheva et al. (Biochimica et Biophysika Acta 1998, 138, 354 - 358) betrifft 
25 Blockcopolymere, bestehend aus Poly(L-lysin) und mehreren hydrophilen Polymeren, 
wie PEG, Dextran und Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid, Verfahren zu deren 
Herstellung und deren Verwendung als Vehikel fur den Gentransfer von 
Nukleinsaure. 

1 30 Diese bekannten Blockcopolymere haben folgende drei Punkte gemeinsam: 

1. Das kationische Polymer ist mit Seitenarmen eines hydrophilen, nichtionischen 
Polymers versehen. 
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2. In alien Fallen wurde dazu der reaktive Terminus des hydrophilen, nichtionischen 
Polymers fur die Kopplungsreaktion mit dem kationischen Polymer durch ein 
Reagenz aktiviert, das im erzeugtem Copolymer ein Bruckenglied zwischen den 
Blocken darstellt. 

5 

3. Das hydrophile, nichtionische Polymer war in alien Fallen ein lineares Polymer. 
Es wurden neue kationische Blockcopolymere der allgemeinen Formel I und II 

10 (I) A(-X-B) n 
(II) C(-Y-D) m 
gefunden, worin 

15 

A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer mit 
einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol, vorzugsweise von 
1.000 bis 100.000 g/mol und insbesondere von 5.000 bis 50.000 g/mol steht; 

20 B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 

Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 
100.000 g/mol und insbesondere von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied mit 
25 folgenden Strukturen steht: 

-0C(0)NH(CH 2 ) o NHC(0)NH- mit o = 1 bis 20, vorzugsweise 2 bis 10, insbesondere 4 
bis 6, 

30 -OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6-14 
C-Atomen bestehend aus einem oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl-, 
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-0(CH 2 ) p C(0)NH- mit p = 1 bis 10, vorzugsweise 1 bis 3, insbesondere 1, 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH-, 

5 -OC(0)NH- Oder 

-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 

n fur eine ganze Zahl von 1)1 bis 200, vorzugsweise, 
10 2) 1 bis 50, 

3) 1 bis 12, 

4) 1 bis 8 oder, besonders bevorzugt, 

5) 2 bis 8 steht; 

15 C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 100 bis 
1.000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 100.000 g/mol und insbesondere 
von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 

20 

-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 3 bis 25.000, vorzugsweise 10 bis 5.000 und insbesondere 10 
bis 1.000 ist und R 1 fur Wasserstoff, einen aliphatischen Rest wie (d-C 6 )-Alkyl 
25 (Methyl, Ethyl, tert.-Butyl und dergleichen) oder eine andere OH-Schutzgruppe 

wie Acyl (z.B. ggf. substituiertes Benzoxycarbonyl), ggf. substituiertes Benzyl, 
Picolyl, oder einen zellularen Liganden, urn die spezifische Aufnahme eines 
Nukleinsaure-Copolymer-Komplexes durch Bindung an 
Zelloberflachenproteine, insbesondere Rezeptoren, zu bewirken, steht; 



30 



fur eine direkte Bindung der Biocke C und D oder fur ein Bruckenglied mit 
folgenden Strukturen steht: 
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-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 bis 20, vorzugsweise 2 bis 10, insbesondere 
4 bis 6, 

-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit vorzugsweise 6 bis 14 
5 C-Atomen bestehend aus einem Oder mehreren aromatischen Kernen, die in 
kondensierter oder in polyphenylischer Form miteinander verbunden sind, 
vorzugsweise mit einem Kern, insbesondere Toluyl-, 

-NH(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2 bis 10, vorzugsweise 2 bis 3, insbesondere 2, 

10 

-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 

-NH(CH 2 )uO- mit u = 1 bis 20, vorzugsweise 1 bis 6, insbesondere 1 bis 3; 
15 und 

m fur eine ganze Zahl von 1 ) 1 bis 200, vorzugsweise 

2) 1 bis 100, insbesondere 

3) 1 bis 50 steht. 

20 

Die erfindungsgemaBen kationischen Blockcopolymeren unterscheiden sich von den 
bekannten Blockcopolymeren in mindestens einem der drei folgenden Merkmalen: 

1 . Ein hydrophiles, nichtionisches Polymer ist mit Seitenarmen eines kationischen 
25 Polymers versehen. 

2. Die Bruckenglieder unterscheiden sich von jenen bekannter Blockcopolymere. 

3. Sie weisen ein verzweigtes hydrophiles, nichtionisches Polymer auf. 

Unter A werden vorzugsweise aus Kohlenstoff und Sauerstoff aufgebaute lineare 
30 oder verzweigte Polymere, die gegebenenfalls auch cyclische, sternformige oder 
dendritische Strukturen enthalten konnen, wie beispielsweise Reste von linearem 
PEG, mehrarmig verzweigten PEG, sternformige PEG, Polysaccharide einschlie&lich 
Cyclodextrine, PVA, Arborole (Dendrimere mit endstandigen Hydroxygruppen), 
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vorzugsweise aber iineare und mehrarmig verzweigte und sternformige PEGs 
verstanden. Letztere sind kommerziell u. a. von Aldrich, Fluka, Sigma und 
Shearwater erhaltlich. 

* 

5 Unter B und C werden Iineare oder verzweigte Polyethylenimin-Reste verstanden, 
welche die Formel III 

(III) -{CH 2 CH 2 N (2+) (R 2 )j y -H [ATw 
10 aufweisen, 

in welchen R 2 fur gleiche oder verschiedene Reste stent und Wasserstoff oder einen 
Rest der Formel IV bedeutet, 

(IV) -[CH 2 CH 2 N (2+) (R 3 ),V-H [Alw 

15 

R 3 fur gleiche Oder verschiedene Reste steht, die (rekursiv) wie R 2 definiert sind, 

A fur ein Aquivalent eines geeigneten, vorzugsweise anorganischen Anions 
stehen, wie OH', CI", Br' und dergleichen, 

20 

x und x' gleich Oder verschieden sind und 1 oder 2 bedeuten, 



y und y' gleich oder verschieden sind und fur ganze Zahlen stehen, die so gewahlt 
werden, dafi die Reste B bzw. C ein anteiliges Molekulargewicht von 100 bis 
25 1 .000.000 g/mol, vorzugsweise von 400 bis 1 00.000 g/mol und insbesondere von 
400 bis 50.000 g/mol aufweisen, wobei y' auch 0 sein kann, 

z und z' gleich oder verschieden, z = x-1 und z' = x'-1 sind, 
' 30 und 



w und w* gleiche oder verschiedene ganze Zahlen sind, die so gewahlt werden, dafS 
die positiven Ladungen in den Resten der Formeln III und IV ausgeglichen werden. 
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Die Polyethylenimine konnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden Oder 
sind unter den BASF-Markennamen Lupasol® oder unter der Bezeichnung 
Polyethylenimin oder Ethylenimin Polymer in verschiedenen Molekulargewichten von 
400 bis 2.000.000 g/mol im Handel (von Aldrich, Sigma, Fluka oder direkt von der 
5 BASF) erhaltlich. Bevorzugt sind fur B Polyethylenimine mit einem Molekulargewicht 
von 400 bis 2.000 g/mol und fur C Polyethylenimine mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 800.000 g/mol, besonders bevorzugt von 400 bis 25.000 g/mol. 

Die unter D beschriebenen Gruppen sind Reste von Polyethylenglykolen. die an 
10 einem Terminus durch einen Rest R 1 wie beispielsweise Methyl oder eine andere 
geeignete Schutzgruppe geschutzt sind. R 1 kann aber auch eine Gruppe sein, die 
eine spezifische oder unspezifische biologische Funktion ausubt, insbesondere ein 
Ligand fur Wechselwirkungen mit Rezeptoren zur zielzell-spezifischen Aufnahme 
eines Blockcopolymer-Wirkstoff-Komplexes in hohere eukaryotische Zellen und 
1 5 deren Zellkern, wobei der Wirkstoff vorzugsweise ein Oiigonukleotid oder ein Gen 
d-rstellt (Gentargeting). R 1 kann somit auch ein Ligand fur eine spezifische 
\ -schselwirkung und Aufnahme in Zielorgan-gewebe oder -zellen, beispielsweise 
Proteine, insbesondere Antikorper oder Antikorperfragmente wie Fab, F(ab) 2l scFv, 
Cyto- oder Lymphokine, wie Interleukine (IL-2 bis x), Interferon GM-CSF, 
20 Wachstumsfaktoren, wie EGF, PDGF, FGF, EPO, 
Integrine wie ICAM, VCAM oder 

Glykoproteine wie Lektine oder glykosilierte Proteine (s. o.) oder 
Lipoproteine wie LDL, HDL oder 
Transporterproteine wie Transferrin oder 
25 Peptide wie LH-RH, Calcitonin, Oxytocin, Insulin, Somatostatin, IGF, RGD oder 
Kohlenhydrate wie Galactose, Mannose, Glucose, Lactose oder 
Hormone wie Steroide, THR oder 
Vitamine wie Bi 2 , Folsaure 
sein. 

30 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I. 
die dadurch gekennzeichnet sind , daR. man 
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a) Verbindungen der allgemeinen Formel V 



(V) A-(OH) n mit A und n = wie in Formel I 

* 

5 mit Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, umsetzt und die 

9 

daraus entstehende Verbindung mit Polyethyleniminen mit den allgemeinen 
Formeln III und IV umsetzt, Oder 

b) Verbindungen der allgemeinen Formel VI 

10 

(VI) A-(NH 2 ) n (mit A und n = wie in Formel I definiert) 

bei der Polymerisation von Ethylenimin dem Reaktionsansatz von Beginn der 
Polyreaktion an oder erst spater im Verlauf der Polyreaktion zufugt, oder 

15 

c) Verbindungen der allgemeinen Formel VII 

(VII) A-(OS(0) 2 R 4 ) n mit A wie in Formel I und R 4 = aliphatischer Oder 
aromatischer Rest, bevorzugt p-Toluyl, Fluorid, Trifluormethyl oder Methyl, 



20 



als Makroinitiator fur die Polymerisation von Ethylenimin einsetzt. 



Verbindungen der Formel VI sind in verschiedenen Molekulargewichten kommerziell 
beispielsweise von Shearwater erhaltlich. 

25 

Verbindungen der allgemeinen Formel VII werden durch die Umsetzung von 
Verbindungen der allgemeinen Formel V mit Verbindungen der allgemeinen Formel 
VIII 

30 (VIII) Cl-S(0) 2 R 4 (R 4 wie oben definiert) 



erhalten. 
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Die Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der 
Formel II, die dadurch gekennzeichnet sind, daB man 

d) Verbindungen der allgemeinen Formel IX 

5 

(IX) D-OH (mit D wie in Formel II definiert) 

zunachst mit Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, und 
anschlie&end die erhaltene Verbindung mit linearem oder verzweigtem 
1 0 Polyethylenimin umsetzt. Gegebenfalls zum Schutz von OH-Gruppen 

eingefuhrte Schutzgruppen konnen in an sich bekannter Weise abgespalten 
werden (s. z.B. Bullesbach, Kontakte (Merck) 1/1980, S. 23 ff.) 

Das unter a) beschriebene Verfahren fuhrt man vorzugsweise so durch, dafi man je 

1 5 endstandige Hydroxygruppe des Polymerblocks A einen 4 bis 20fachen OberschuB 
an Diisocyanat, vorzugsweise Hexamethylendiisocyanat, einsetzt. Die Reaktion wird 
in Chloroform bei Temperaturen von Raumtemperatur bis Siedetemperatur des 
Losungsmittels, vorzugsweise aber bei Siedetemperatur des Losungsmittels 
durchgefuhrt. Die Reaktionsdauer wird zwischen 2 und 24 Stunden gewahlt, 

20 vorzugsweise jedoch 4 Stunden. Die Polymerkonzentration im Reaktionsansatzes 
liegt zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise 100 g/l. Das Produkt wird durch 
Entfernen des Losungsmittels bei vermindertem Druck und Entfernen des 
uberschussigen Diisocyanates durch mehrfache Extraktion mit Petrolether 
(Siedebereich: 40-60°C) isoliert. Dieses Zwischenprodukt wird je endgtandiger 

25 Hydroxygruppe der Ausgangsverbindung mit einem 3 bis 10fachen UberschuB an 
PEI-Makromolekule umgesetzt. Die Reaktion wird in Chloroform bei Temperaturen 
von Raumtemperatur bis Siedetemperatur des Losungsmittels, vorzugsweise aber 
bei Siedetemperatur des Losungsmittels durchgefuhrt. Die Reaktionsdauer wird 
zwischen 6 und 72 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 12 Stunden. Die 

30 Polymerkonzentrationen, sowohl die des PEI als auch die des mit 

Hexamethylendiisocyanat aktivierten nichtionische hydrophile Polymer im 
Reaktionsansatzes liegen zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise zwischen 30 - 
200 g/l. Das Produkt wird durch Ausfallen des Polymers in einem 10 - 30fachen 
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Volumenuberschufl an Diethylether isoliert. Durch mehrmaliges Umfallen mit den 
Losungsmittel Ethanol und Diethylether laftt sich das Blockcopolymer von 
uberschussigem PEI reinigen. 

5 Das unter b) beschriebene Verfahren fuhrt man durch, indem sowohl das Ethylenimin 
als auch das aminoterminierte hydrophile nichtionische Polymer in Wasser in einer 
Konzentration von jeweils 10 g/l bis 500 g/l vorgeiegt werden. Das Molverhaltnis der 
. beiden Komponenten liegt zwischen 1 : 10 bis 1: 10.000. Dann wird die Ethylenimin- 
Polymerisation durch Zugabe eines geeigneten Katalysator, beispielsweise 

10 Salzsaure, initiiert und der Ansatz auf eine Temperatur von 40 - 1 00°C gebracht. Das 
Copolymer wird durch eine Kettenabbruchreaktion erzeugt. Das Blockcopolymer wird 
durch mehrmaliges Umfallen mit Hilfe geeigneter Losungsmittel, beispielsweise 
Ethanol und Diethylether und/oder durch Druckfiltration von moglicherweise als 
Nebenprodukt entstandenes Homopolymer PEI gereinigt. Eine Variation dieses 

15 Herstellungsverfahrens besteht darin, daft man das aminoterminierte hydrophile 
nichtionische Polymer erst nach einer gewissen Reaktionsdauer von 30 Minuten bis 
zu 72 Stunden zu dem heilien Polymerisationsansatz zugibt. 

Das unter c) beschriebene Verfahren fuhrt man durch, indem man die endstandige(n) 
20 Hydroxygruppe(n) des Polymerblocks A mit einem Sulfonsaurechlorid der 
allgemeinen Formel VIII, insbesondere jedoch mit Toluolsulfonsaurechlorid 
(Tosylchlorid) umsetzt. Diese Reaktion wird in waftrigen und/oder polaren 
organischen Losungsmittel, vorzugsweise in einem Wasser/Tetrahydrofuran- 
Gemisch, bei Temperaturen von -10°C bis Siedetemperatur des Losungsmittel, 
25 bevorzugt bei Temperaturen von 0°C bis 25°C, und (falls notig) in Gegenwart von 
Katalysatoren, wie beispielsweise Triethylamin Oder Natriumhydroxid durchgefuhrt. 
Durch Entfernen des Losungsmittels bei vermindertem Druck wird das Produkt 
isoliert. Dieses Polymer dient im folgenden als Makroinitiator bei der Ethylenimin- 
Polymerisation. Dazu wird das Produkt mit der allgemeinen Formel VII mit 
30 Ethylenimin in wafcrigen Oder polaren organischen Losungsmittel bei Temperaturen 
von 0°C bis Siedetemperatur des Losungsmittel umgesetzt. Das Molverhaltnis der 
beiden Komponenten liegt zwischen 1 : 10 bis 1: 10.000. Bei dieser Reaktion 
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entsteht kein Nebenprodukt. Das Endprodukt laftt sich durch Fallen des Polymers in 
einem geeignetem Losungsmittel, wie beispielsweise Diethylether isolieren. 
Das unter d) beschriebene Verfahren fuhrt man vorzugsweise so durch, daft man 
eine Verbindung mit der allgemeinen Formel IX mit einem geringen UberschuG, 
5 beispielsweise einen 2 bis 10fachen Uberschuft an Diisocyanat, vorzugsweise 
Hexamethylendiisocyanat, umsetzt. Die Reaktion wird in Chloroform bei 
Temperaturen von 20°C bis Siedetemperatur des Losungsmittels, vorzugsweise aber 
bei Siedetemperatur des Losungsmittels durchgefuhrt. Die Reaktionsdauer wird 
zwischen 2 und 24 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 10 bis 14 Stunden. Die 

1 0 Polymerkonzentration im Reaktionsansatzes liegt zwischen 1 0 g/l und 500 g/l, 

vorzugsweise 30 bis 150 g/l. Das Produkt wird durch Entfernen des Losungsmittels 
bei vermindertem Druck und Entfernen des uberschussigen Diisocyanates durch 
mehrfache Extraktion mit Petrolether (Siedebereich: 40-60°C) isoliert. Dieses 
Zwischenprodukt wird mit PEI-Makromolekul in einem Molverhaltnis von 1 : 1 bis 

15 100 : 1 umgesetzt. Die Reaktion wird in Chloroform und falls notig mit einem 
Dimethylformamid-Zusatz bei Temperaturen von Raumtemperatur bis 
Siedetemperatur des Losungsmittels, vorzugsweise aber bei 60 -70°C durchgefuhrt. 
Die Reaktionsdauer wird zwischen 6 und 72 Stunden gewahlt, vorzugsweise jedoch 
12 Stunden. Die Polymerkonzentrationen, sowohl die des PEI als auch die des mit 

20 Hexamethylendiisocyanat aktivierten nichtionischen hydrophilen Polymers im 

Reaktionsansatzes liegen zwischen 10 g/l und 500 g/l, vorzugsweise zwischen 30 - 
200 g/l. Das Produkt wird durch Ausfallen des Polymers in einem 1 0 - 30fachen 
VolumenuberschuB an Diethylether isoliert. 

25 Im Vergleich zu PEI weisen die neuen Verbindungen folgende Eigenschaften auf: 

Die Blockcopolymere weisen in Cytotoxizitatstests eine geringere Toxizitat auf als 
PEI-Homopoiymere und bleiben langer in Blutzirkulation (siehe Abschnitt 
„Biologische Beispiele"). 

30 

Die Blockcopolymere sind je nach Struktur mehr Oder weniger oberflachenaktive 
Substanzen, die als Tenside Verwendung finden konnen. 
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Daruber hinaus konnen die Blockcopolymere auch 

• in Klebstoff- und Lacksystemen als Additiv 

• als Fixiermittel zur Verbesserung der Papierfestigkeit 

• als Primer fur Polymerverbundsysteme wie z. B. mehrlagige Verpackungsfolien 
5 • zur Kunstoffmodifizierung (Verbesserung der Anfarbbarkeit, Lackierbarkeit, 

Barrierewirkung) 

• zur Fixierung von Reaktivfarbstoffen auf Baumwolle 

• als Flockungs- und Dispergiermittel bei feinverteilten Schwebstoffen in 
industriellen Abwassern 

10 • zur Bindung von Schwermetallsalzen 

• zur Dispergierung organischer und anorganischer Pigmente 

• als Zusatz in keramischen und zementosen Bestanteilen 

• fur verschiedenste Funktionen in der Haut- und Haarkosmetik sowie im 
Dentalbereich 

15 • zur Fixierung von medizinischen Wirkstoffen oder biologisch aktiven 
Verbindungen auf Oberflachen 

• zur Filtration von Endotoxinen und Pathogenen aus Blutplasma 

• zur Penetration durch Schleimhaute 
verwendet werden. 

20 

Zudem bilden die Blockcopolymere in waBrigen Systemen Komplexe mit 
Polynukleinsauren, wie DNA und RNA einschlieBlich Ribozymen. Aufgrund dieser 
Eigenschaft sind sie geeignet als Vehikel oder Vektoren fur den Gentransfer 
(Penetration durch Zellmembranen und Translokation in den Zellkern). Sie konnen 
25 daher in Transfektionsexperimenten, in der Gentherapie und Diagnostik Anwendung 
finden (siehe Abschnitt „Biologische Beispiele"). 

Die folgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung, ohne daft diese 
darauf beschrankt ware. 

30 
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Chemische Beispiele 
Beispiel 1 : 

5 Darstellung eines PEI(PEG) n -Blockcopolymers 
Aktivierung von mPEG-550 

In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, Ruckflu&kuhler und aufgesetztem 

1 0 Trockenrohr werden 10 ml Chloroform vorgelegt und mit 7 ml 

Hexamethylendiisocyanat (HMDI) (43,64 mmol, 8 eq.) versetzt. 3 g 
Polyethylenoxidmonomethylether (mPEG, M n = 550 g/mol) ( 5,45 mmol, 1 eq.) 
werden in 40 ml Chloroform gelost. Diese Losung wird nun langsam unter Ruhren zu 
der HMDI-Ldsung getropft. Der Ansatz wird unter Ruckfluli fur 12 Stunden erhitzt. 

1 5 AnschlieBend wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das 
uberschussige HMDI mit Petrolether (40-60) (5 mal 50 ml) extrahiert. In nahezu 
quantitativer Ausbeute (3,8 g, 97%) wird das Produkt als farbloses dunnflussiges Ol 
erhalten. 

20 Darstellung eines PEI-graft-PEG Blockcopolymers 

In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, RuckfluGkuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 1,74 g bPEI (M w = 25 kDa, M n = 10 kDa, 0,1736 mmol, 1 eq.) 
eingewogen und mit 40 ml Dimethylformamid (DMF) in Losung gebracht. 2,5 g des 

25 mit HMDI aktivierten mPEGs (M n =720 Da, 3,47 mmol) werden in 10 ml Chloroform 
gelost und diese Losung wird unter Ruhren langsam zur PEI-Losung getropft. Der 
Ansatz wird fur 12 Stunden auf 60 - 70 °C erhitzt. AnschlieGend wird der Ansatz in 
500 ml Diethylether getropft. Nach zwei Stunden hat sich ein zahflussiges gelbliches 
Ol abgesetzt. Der trube Oberstand wird verworfen und das Ol in 30 ml Ethanol 

30 gelost. Die Losung wird wiederum in 500 ml Diethylether getropft und das erneut 
ausgefallene Ol durch Dekantieren isoliert. Das Produkt wird zum Filtrieren in 
Ethanol gelost und im Vakuumtrockenofen bei 50°C von Losungsmittel befreit. Es 
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werden 2,8 g eines gelblichen zahflussigen bis harzartigen Ois erhalten (Ausbeute: 
45%). 

Die Charakterisierung der Polymere erfolgte mittels 1 H-, 13 C-NMR-Spektrokopie und 
5 Gelpermeationschromatographie. Die nachfolgenden Daten wurden fiir das Beispiel 
Nr. 1 erhoben. Sie gelten exemplarisch fur die anderen Beispiele. fur die ahnliche 
Daten erhoben worden sind. 

1 H-NMR (500 MHz, CDCI 3 ): 5/ppm =1,17 (lsocyanat-CH 2 ), 1,26 (lsocyanat-CH 2 ), 
10 2,30 - 2,72 (Ethylenimin-CH 2 ), 2,96 (lsocyanat-CH 2 ), 3,15 (lsocyanat-CH 2 ), 3,49 
Ethylenglykol-CH 2 ). 

13 C-NMR (125 MHz, CDCI 3 ): 5/ppm = 14,3 (lsocyanat-CH 2 ), 26,2 (lsocyanat-CH 2 ). 
29,6 (isocyanat-CH 2 ), 36,2 (lsocyanat-CH 2 ), 37,5 (Ethylenimin-CH 2 ), 39,1 
15 (Ethylenimin-CH 2 ), 41,1 (lsocyanat-CH 2 ), 47,2 (Ethylenimin-CH 2 ). 48,9 (Ethylenimin- 
CH 2 ), 52,8 (Ethylenimin-CH 2 ), 54,1 (Ethylenimin-CH 2 ), 58,7 (lsocyanat-CH 2 ), 69,3 
und 70,2 und 71,6 (Ethylenglykol-CH 2 ), 156,2 (-NHC(O)O-), 161,7 (-NHC(O)NH-). 

GPC (Aminoethylmethacrylatgel, 1% Ameisensaure, 0,5 ml/min, 25°C, geeicht gegen 
20 Pullulan-Standards): M n = 8800, M w = 1640000, M p = 85000, PD = 19,6, monomodal. 
Vergleich mit Blend aus PEI (Aldrich, 25kDa) und mPEG (Aldrich,550 Da): M n = 
69000, M w = 1480000, M p = 99000 und 1 100, PD = 2,1, bimodai. 

Untersuchungen zur Grenzflachenaktivitat des Polymers von Beispiel Nr. 1 wurden 
25 mit einen Tensiometer nach der Methode von Lecomte du Nouy (Ringmethode) bei 
22°C durchgefuhrt. Es wurde die Grenzflachenspannung der Losung gegen Luft 
gemessen. Die Eichung des Gerates wurde mit Reinstwasser vorgenommen, das 
auch als Losungsmittel fur die Polymer-Probe eingesetzt wurde. 
Melidaten: c min = 51 mN/m, CMC = 15 mg/ml. 

30 

In gleicher Weise kdnnen hergestellt werden: (alle Ausgangsverbindungen sind von 
Aldrich erhaltlich) 
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Nr. 


Ausgangsverbindungen / Homopolymere 








Polyethylenimin 


Hydrophiles, nicht 
ionisches Polymer 


Molverhaltnis 
PEI.Pto 


Struktur des 
biocKcopoiyrners 


2 


IPEl M n ca. 423 


mPEG M n ca. 550 


A A 

1 : 1 


Ab-UlDlOCK 


3 






1 : 2 


AbA- 1 riDIOCK 


4 


bPEI M w ca. 800 


mPEG M n ca. 550 


A A 

1 : 1 


Ab-DlDlOCK 


5 






1 : 2 


ABA-1 riDIOCK 


6 






A A 

1 : 4 


sternformig 


7 


bPEI M w ca. 800 


mPEG M n ca. 5.000 


A A 

1 : 1 


AB-UlblOCk 


8 






1 : 2 


ABA-Tribiock 


9 






1 : 4 


sternformig 


10 


bPEI Mw ca. 2,000 


mPEG M n ca. 550 


A A 

.1:1 


-Ad-U.IDIO.CK.. 


11 






A - O 

1 . 2 


AbA- 1 riDIOCK 


12 






A A 

1 : 4 


sternformig 


13 


bPEI M w ca. 2.000 


mPEG M n ca. 5.000 


A A 

1 : 1 


Ab-UlDlOCK 


14 






1 : 2 


ABA- 1 riDIOCK 


15 


bPEI Mw ca. 25.000 


mPEG M„ ca. 550 


1 : 1 


Ab-UlDlOCK 


16 






1 : 2 


AbA- 1 riDIOCK 


17 






1 : 4 


sternformig 


18 






1 : 20 


sternformig 


19 


bPEI M w ca. 25.000 


mPEG M n ca. 2.000 


1 : 1 


AB-Diblock 


20 






1 : 2 


ADA Tr\^\t-\r*[s 

AbA- 1 riDIOCK 


21 






A A 

1 : 4 


sternformig 


22 






a . a r\ 

1 : 10 


sterntormig 


23 


bPEI M w ca. 25.000 


mPEG M n ca. 5.000 


1 • 1 


AB-Diblock 


24 






1 :2 


ABA-Triblock 


25 






1 :4 


sternformig 


26 






1 : 10 


sternformig 
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Betspiel 27: Darstellung eines PEG(PEI) n -Blockcopolymers 

Aktivierung des verzweigten PEGs 

5 In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetriihrstab, Ruckfluftkuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 3,79 g HMDI (22,54 mmol, 80 eq.) in 10 ml Chloroform gelost.' 
Eine Losung von 2 g eines achtarmig verzweigten PEG (bPEG, MW =10 kDa, 0,2 
mmol, 1 eq.) in 20 ml Chloroform wird unter Ruhren langsam zu der HMDI-Losung 
getropft Der Ansatz wird fur 4 Stunden zum Sieden erhitzt und bei Raumtemperatur 
10 8 weitere Stunden nachgeruhrt. Unter vermindertem Druck wird das Losungsmittel 
entfemt und das uberschussige HMDI mit Petrolether (40-60) extrahiert (3 mal 50 
ml). Mit 58%iger Ausbeute (1 ,38 g) wird ein rotliches Ol erhalten. 

Darstellung eines PEG-graft-PEI Blockcopolymeren 

15 

In einem 100 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab, Ruckfluftkuhler und aufgesetztem 
Trockenrohr werden 2,20 g eines verzweigten PEIs (bPEI, M w = 800 Da, M n = 600 
Da, 3,66 mmol, 25 eq.) in 20 ml Chloroform gelost. Eine Losung von 1,21 g des mit 
HMDI aktivierten bPEGs (M n = 8,5 kDa, 0,14 mmol, 1 eq.) in 30 ml Chloroform wird 

20 bei Raumtemperatur zur PEI-L6sung unter Ruhren langsam zugetropft. Der Ansatz 
wird fur 12 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Losung wird dann in 500 ml Diethylether 
langsam unter Ruhren eingetropft. Nach 12 Stunden hat sich ein zahfiussiges 
gelbliches Ol abgesetzt. Der trube Uberstand wird verworfen und das Ol in 50 ml 
Ethanol gelost. Die Losung wird wiederum in 500 ml Diethylether getropft und das 

25 erneut ausgefallene Ol durch Dekantieren isoliert. Das Produkt wird zum Filtrieren in 
Ethanol gelost und im Vakuumtrockenofen bei 50°C von Losungsmittel befreit. Es 
werden 1,13 g eines gelblichen zahflussigen bis harzartigen Ols erhalten (Ausbeute: 
59%). 

30 Die Charakterisierung der Polymere erfolgte mittels 1 H- 13 C-NMR-Spektrokopie und 
Gelpermeationschromatographie. Die nachfolgenden Daten wurden fur das Beispiel 
Nr. 27 erhoben. Sie gelten exemplarisch fur die anderen Beispiele, fur die ahnliche 
Daten erhoben worden sind. 
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1 H-NMR (500 MHz, CDCI 3 ): 8/ppm = 1,22 (lsocyanat-CH 2 ), 1,36 (lsocyanat-CH 2 ), 
2,40-2,70 (Ethylenimin-CH 2 ), 3,03 (lsocyanat-CH 2 ), 3,19 (lsocyanat-CH 2 ), 3,55 
Ethylenglykol-CH 2 ). 

5 13 C-NMR (125 MHz, CDCI 3 ): 5/ppm = 25,9 (lsocyanat-CH 2 ), 29,4 (lsocyanat-CH 2 ), 
39,2 (Ethylenimin-CH 2 ), 41,2 (lsocyanat-CH 2 ), 47,0 (Ethylenimin-CH 2 ), 48,9 
(Ethylenimin-CH 2 ), 52,0 (Ethylenimin-CH 2 ), 54,2 (Ethylenimin-CH 2 ), 61,1 (Isocyanat- 
CH 2 ), 69,2 und 71,1 und 72,3 (Ethylenglykol-CH 2 ), 156,0 (-NHC(O)O-), 162,1 (- 
NHC(O)NH-). 

10 

GPC (Aminoethylmethacrylatgel, 1% Ameisensaure, 0,5 ml/min, 25°C, geeicht gegen 
Pullulan-Standards): M n = 22000, M w = 43000, M p = 31000, PD = 1,9, monomodal. 
Vergleich mit Blend aus 8arm PEG (Shearwater, 10 kDa) und PEI (Aldrich,800 Da): 
M n = 3100, M w = 15000, M p = 12000, PD = 4,91 , monomodai. 

15 

Untersuchungen zur Grenzflachenaktivitat des Polymers von Beispiel Nr. 27 wurden 
mit einen Tensiometer nach der Methode von Lecomte du Nouy (Ringmethode) bei 
22*C durchgefuhrt. Es wurde die Grenzflachenspannung der Losung gegen Luft 
gemessen. Die Eichung des Gerates wurde mit Reinstwasser vorgenommen, das 
20 auch als Losungsmittei fur die Polymer-Probe eingesetzt wurde. 
MelJdaten: c min = 56 mN/m, CMC = 12 mg/ml. 



In gleicher Weise konnen hergestellt werden: 



Nr. 


Ausgangsverbindungen / Homopolymere 






Hydrophiles, nicht ionisches 
Polymer 


Polyethylenimin 


Struktur des 
Blockcopolymers 


28 


MPEG M n ca. 5.000 (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 


29 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 


30 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 


31 


LPEG M n ca. 5.000 (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


ABA 


32 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


ABA 
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33 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


ABA 


34 


4armPEG MW ca. 15.000 
(Shearwater) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 4 


35 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 4 


36 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 4 


37 


8armPEG MW ca. 10.000 
(Shearwater) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 8 


38 




bPEI Mn ca. 800 (Aldrich) 


AB e 


39 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB a 


40 


Star-PEG 429 MW ca. 
250.000 (Shearwater) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 13 


41 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 13 


42 




bPEI M„ ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 13 


43 


a-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 18 


44 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 18 


45 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 18 


46 


p-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB 2n 


47 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 21 


48 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 21 


49 


y-Cyclodextrin (Aldrich) 


IPEI M ri ca. 423 (Aldrich) 


AB 24 


50 




bPEI M n ca. 800 (Aldrich) 


AB 24 


51 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB 24 


52 


PVA 80% hydrolysiert 
M w = 9.000- 10.000 


IPEI M n ca. 423 (Aldrich) 


AB n 


53 




bPEI Mn ca. 800 (Aldrich) 


AB n 


54 




bPEI M n ca. 2.000 (Aldrich) 


AB„ 
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Beispiel 55: 

Darstellung eines PEG-PEI-Copolymers (Makroreglerroute) 

5 In einem 50 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab und Ruckfluftkuhler werden 1 g (0,2 
mmol) eines monomethylierten PEG (MW 5000 g/mol), das an dem anderen 
Kettenende eine Aminogruppe tragt, eingewogen und in 20 ml destilliertem Wasser 
gelost. Zu dieser Polymerlosung werden 2 ml (39 mmol) Ethylenimin zugesetzt. Die 
Polymerisation wird mit 200 pi (2 mmol) Dimethylsulfat als Initiator gestartet und der 

1 0 Ansatz fur 8 Tage auf 60°C erhitzt. Unter vermindertem Druck wird dann das 
Losungsmittel entfernt, urn die zuruckbleibende Masse in 20 m! Ethanol wieder 
aufzuiosen. Die Losung wird in 250 ml Diethylether eingetropft, wobei das Polymer 
ausfallt. Durch Filtration wird das Polymer isoliert und fur 3 Wochen bei 50 °C im 
Vakuumtrockenschrank von Ldsungsmittelresten befreit. Es werden 1 ,9 g eines 

15 schwach gelblichen, harzartigen Polymers erhalten (Ausbeute: 73%). 



In gleicher Weise konnen hergesteilt werden: (alle aminomodifizierten PEG sind von 
RAPP Polymere, Tubingen erhaltlich) 



Nr. 


Ausgangsverbindungen 








Polyethyienglykol 


Polyethylenimin 


Molverhaltnis 
EG: El 


Struktur des 
Blockcopolymers 


56 


CH 3 0-PEG-NH 2 M n ca. 2000 


Ethylenimin 


1 : 1 


AB-Diblock 


57 






1 :2 


AB-Diblock 


58 






1 : 10 


AB-Diblock 


59 


CH 3 0-PEG-NH 2 M n ca. 5000 


Ethylenimin 


1 : 1 


AB-Diblock 


60 






1 : 10 


AB-Diblock 


61 


CH 3 0-PEG-NH 2 M n 10.000 


Ethylenimin 


1 : 1 


AB-Diblock 


62 






1 :2 


AB-Diblock 


63 






1 : 10 


AB-Diblock 


64 


CH 3 0-PEG-NH 2 M n 20.000 


Ethylenimin 


1 : 1 


AB-Diblock 


65 






1 :2 


AB-Diblock 





WO ni 


19 
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66 






1 : 10 


AB-Diblock 



Die Charakterisierung der Polymere erfolgte mittels 1 H-, 13 C-NMR-Spektrokopie und 
Gelpermeationschromatographie. Die nachfolgenden Daten wurden fur das Beispiel 
Nr. 56 erhoben. Sie gelten exemplarisch fur die anderen Beispiele, fur die sehr 
5 ahnliche Daten erhoben werden. 



'H-NMR (500 MHz, D 2 0): 5/ppm = 2,60 - 3,00 (Ethylenimin-CH 2 ), 3,78 
(Ethylenglykol-CH 2 ). 

10 13 C-NMR (125 MHz, D 2 0): 8/ppm = 38,2 (Ethylenimin-CH 2 ), 39,9 (Ethylenimin-CH 2 ), 
46,2 (Ethylenimin-CH 2 ), 47,9 (Ethyienimin-CH 2 ), 51,7 (Ethylenimin-CH 2 ), 53,4 
(Ethylenimin-CH 2 ), 54,8 (Ethylenimin-CH 2 ), 70,2 (Ethylenglykol-CH 2 ). 

GPC (Aminoethylmethacrylatgel, 1% Ameisensaure, 0,5 ml/min, 25°C, geeicht gegen 
15 Pullulan-Standards): M n = 21000, M w = 40000, M p = 16000, PD = 1,9, monomodal. 
Vergleich mit CH 3 0-PEG-NH 2 (RAPP Polymere, 5000 Da): M n = 9100, M w = 14000, 
M p = 16000, PD = 1,6, monomodal. 

Beispiel 67: 

20 

Darstellung eines PEG-PEI-Copolymers (Makroinitiatorroute) 
Darstellung des Makroinitiators 

25 In einem 50 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab und Ruckfluftkuhier werden 2 g (0,4 
mmol, 1 eq.) eines Monomethylether-Polyethylenglykols (Aldrich, MW 5000) 
eingewogen und in 25 ml destilliertem Chloroform gelost. 0,31 g Tosylchlorid (1,6 
mmol, 4 eq.) werden der Polymerlosung unter Ruhren zugesetzt. Abschliefiend 
werden 0,22 ml Triethylamin (0,16 g, 1 ,6 mmol, 4 eq.) als Katalysator dem Ansatz 

30 zugegeben. Fur 18 h wird der Ansatz unter RuckfluS erhitzt. Zur Isolierung und 
Reinigung des Polymers wird die Losung in 500 ml Diethylether eingegossen. Das 
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ausgefallte Polymer wird abfiltriert, mit reichlich Diethylether nachgewaschen und im 
Vakuum getrocknet. Es werden 1,90 g einer wei&en, flockigen Substanz erhalten 
(91% Ausbeute). 

5 Darstellung des PEG-PEI-Blockcopolymers 

In einem 25 ml Rundkolben mit Magnetruhrstab und Ruckflu&kuhler werden 0,5 g 
des Makroinitiators (0,096 mmol, 1 eq.) eingewogen und in 10 ml destilliertem 
Wasser gelost. Unter Ruhren wird 1 ml Ethylenimin (0,832 g, 19,32 mmol, 200 eq.) 

10 zugetropft und der Ansatz fur 24 h auf 60°C erhitzt. Die fluchtigen Bestandteile 
werden unter vermindertem Druck entfernt. Zuruck bleibt eine weiBe, harzartige 
Substanz, die mit 10 ml Wasser wieder in Ldsung gebracht und mit 200 ml 
Tetrahydrofuran gefallt wird. Das Polymer wird durch Dekantieren isoliert und im 
Vakuum getrocknet. Es werden 0,95 g einer gelblichen, harzariigen Substanz 

1 5 erhalten (71 % Ausbeute). 



In gleicher Weise konnen hergestellt werden: (alle Monomethyl-PEG sind von Aldrich 
erhaltlich) 



Nr. 


Ausgangsverbindungen 








Polyethylenglykol 


Polyethylenimin 


Molverhaltnis 
PEG : El 


Struktur des 
Blockcopolymers 


68 


CH 3 0-PEG-Ts M n ca. 550 


Ethylenimin 


1 : 10 


AB-Diblock 


69 






1 : 50 


AB-Diblock 


70 






1 : 200 


AB-Diblock 


71 


CH 3 0-PEG-Ts M n ca. 750 


Ethylenimin 


1 : 10 


AB-Diblock 


72 






1 : 50 


AB-Diblock 


73 






1 : 200 


AB-Diblock 


74 


CH 3 0-PEG-Ts M n ca. 
2.000 


Ethylenimin 


1 : 10 


AB-Diblock 


75 






1 : 50 


AB-Diblock 


76 






1 : 200 


AB-Diblock 
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77 


CH 3 0-PEG-Ts M n ca. 5.000 


Ethylenimin 


1 : 10 


AR-Diblnrk 


78 






1 : 50 


AB-Diblock 



Die Charakterisierung der Polymere erfolgte mittels 1 H-, 13 C-NMR-Spektrokopie und 
Gelpermeationschromatographie. Die nachfolgenden Daten wurden fur das Beispiei 
Nr. 67 erhoben. Sie gelten exemplarisch fur die anderen Beispiele, fur die sehr 
5 ahnliche Daten erhoben werden. 



1 H-NMR (500 MHz, D 2 0): 5/ppm = 2,80 - 3,20 (Ethylenimin-CH 2 ), 3,80 
(Ethylenglykol-CH 2 ). 

10 13 C-NMR (125 MHz, D 2 0): 6/ppm = 37,9 (Ethylenimin-CH 2 ), 39,4 (Ethylenimin-CH 2 ), 
46,1 (Ethylenimin-CH 2 ), 47,2 (Ethylenimin-CH 2 ), 51,3-52,7 (Ethylenimin-CH 2 ), 70,2 
(Ethylenglykol-CH 2 ). 

GPC (Aminoethylmethacrylatgel, 1% Ameisensaure, 0,5 ml/min, 25°C, geeicht gegen 
15 Pullulan-Standards): M n = 35000, M w = 90000, M p = 52000, PD = 2,6, monomodal. 
Vergleich mit CH 3 0-PEG-Ts 5000 Da): M n = 4800, M w = 7600, M p = 8600, PD = 1 ,6, 
monomodal. 

Abkurzungen 

20 



bPEG 


Verzweigtes Polyethylenglykol (branched) 


bPEI 


Verzweigtes Polyethylenimin (branched) 


CMC 


Kritische Mizellbildungskonzentration 


DMF 


Dimethylformamid 


HMDI 


Hexamethylendiisocyanat 


IPEG 


Lineares Polyethylenglykol (linear) 


IPEI 


Lineares Polyethylenimin (linear) 


M„ 


Zahlenmittel des Molekulargewichts 


M p 


Peak-Molekulargewicht 


mPEG 


Monomethoxypolyethylenglykol 
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M w Gewichtsmittel des Moiekulargewichts 

MW Unbestimmtes Molekulargewichtsmittel 

PD Polydispersitat 

Ts Tosyl- 

a min minimale Oberflachenspannung 



Biologische Beispiele 



5 I. Transfektionsexperimente 

Die Transfektionseigenschaften der Polymere PEI(PEG) 2 o (Beispiel 1) und PEG(PEI) 8 
(Beispiel 27) wurden an der Zellinie 3T3 untersucht. 50000 Zellen/well wurden in 12 
well plates ausgesat und fur 24 Stunden inkubiert (DMEM + 2mM Glutamin + 10% 

10 FKS, 37°C, 10% C0 2 ). Dann wurde das Medium gewechselt. Pro well wurden jeweils 
4 ug pGL3-Plasmid in 1 00 pi 1 50mM Kochsalzlosung mit der entsprechenden Menge 
Polymer in 100 pi 150mM Kochsalzlosung komplexiert und nach 10 Minuten zu den 
Zellen gegeben. Nach 4 Stunden wurde das Medium erneut gewechselt, nach 48 
Stunden erfolgte die Auswertung. Die Luciferase-Expression wurde mit dem 

15 Luciferase Assay Kit von Promega auf einem Berthold Sirius Luminometer bestimmt. 
Die Proteinkonzentration wurde mit einem modifizierten BCA Assay quantifiziert. Die 
angegebenen Daten sind jeweils der Mittelwert von drei wells ± Standardabweichung 
fur die entsprechenden Stickstoff / Phosphor Quotienten. 



20 Beispiel 1 : [PEI(PEG) 2 o] 
Melidaten: 

N/P 5 : 0,0057 ± 0,0036 ng / mg Protein 



N/P 10 
N/P 20 
25 N/P 50 



0,1786 ± 0,1522 ng / mg Protein 
0,6952 ± 0,5498 ng / mg Protein 
5, 1 963 ± 2,6863 ng / mg Protein 



(nur Plasmid: 0,0000 ± 0,00004 ng / mg Protein) 
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Beispiel 27: [PEG(PEI) 8 ] 
MeBdaten: 

N/P 5 : 0,0024 ± 0,0012 ng / mg Protein 
5 N/P 1 0 : 0,0045 ± 0,0046 ng / mg Protein 
N/P 20 : 0,01 09 ± 0,0078 ng / mg Protein 
N/P 50 : 0,0765 ± 0,0498 ng / mg Protein 
(nur Plasmid: 0,0000 ± 0,00004 ng / mg Protein) 



10 In beiden Fallen konnte Genexpression aufgrund erfolgter Transfektion detektiert 
werden. Dabei weist das PEI(PEG) 20 eine deutlich hohere Transfektionseffizienz als 
das PEG(PEI) 8 auf. 

II. In vitro-Zytotoxizitats-Bestimmung mittels MTT-Assay: 

15 

Die Copolymere der Beispiele 1 und 27 wurden bezuglich ihrer Zytotoxizitat im 
Zellkulturmodell mittels MTT-Assay nach der Methode von Mosmann (J. Immunol. 
Methods. 65: 55-63 (1983)) untersucht. 8000 L929 Maus-Fibroblasten/well wurden in 
96-wells 24 h lang vorinkubiert und mit den Polymerlosungen der verschiedenen 

20 Konzentrationen 3, 12 und 24 h behandelt. Die Bestimmung der mitochondrialen 
Aktivitat erfolgte durch die Umsetzung des MTT-Farbstoffs zum Formazan, welches 
spektrophotometrisch quantifiziert wurde. Die Polymere wurden als Losungen in 
DMEM mit 10% FKS in funf verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Falls 
erforderlich, wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Proben sterilfiltriert (0,2 

25 pm). Die Blends wurden durch Mischen der beiden Einzelkomponenten (abzuglich 
der Spacermenge) hergestellt. Zur Auswertung wurde die zellulare Viabilitat [%] 
gegen die eingesetzten Polymerkonzentrationen aufgetragen sowie die IC50 
bestimmt. 

30 Ergebnis: 

® Die in vitro-Zytotoxizitat der freien Polymere steigt mit steigender 
Polymerkonzentration und der Zunahme der Inkubationsdauer an. 
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• Copolymer des Beispiels 1: Die Toxizitat der Mischung der Einzelkomponenten 
PEI 25 kDa und PEG 550 Da entspricht der Toxizitat des freien PEI 25 kDa. Durch 
die kovalente Verknupfung der beiden Komponenten verbessert sich die 
Vertraglichkeit deutiich. Nach 24 h entspricht das Toxizitatsprofil zwar noch dem 

5 der Einzelkomponenten und damit dem freien PEI 25 kDa, bei kurzeren 

Inkubationsphasen dagegen sinkt die Zytotoxizitat. Durch das PEG-Coating wird 
die positive Ladung des Polyethylenimins maskiert und damit die 
ladungsvermittelten Effekte auf die Zellmembranen reduziert. 

• Copolymer des Beispiels 27: Die Mischung der beiden Einzelkomponenten PEI 
10 700 Da und PEG 10 kDa zeigte bis zu 10 mg/ml keine Reduktion der 

Lebensfahigkeit der Zellen. Im gleichen Konzentrationsbereich zeigte das 
Copolymer eine erhohte Einschrankung der zelluiaren Viabilitat nach 3, 12 und 24 
h, was mit dem Molekulargewichtsaufbau zu erklaren ist. 

• Im Vergleich weist Beispiel 27 eine geringere Zytotoxizitat als Beispiel 1 auf. 

15 

II. In vitro-Zytotoxizitats-Bestimmung mittels LDH-Assay: 

L929 Maus-Fibroblasten wurden in der gleichen Zelldichte wie beim MTT-Assay in 6- 
20 well Multischalen ausgesat, 48 h vorinkubiert und mit den Polymeridsungen (in PBS 
pH 7,4) 1, 2, 3 und 6 h inkubiert. Der extrazellulare LDH-Anteil wurde quantifiziert mit 
einem Standard-Kit (Sigma, DG-1340-K) durch photometrische Bestimmung der 
Reduktion von NAD in Gegenwart von Lactat und LDH. Zur Bestimmung des 100%- 
Wertes wurden Zellen mit 0,1% Triton-X 100 lysiert. 

25 

Ergebnis: 

Der LDH-Assay bestatigt die Ergebnisse des MTT-Tests. Die Korrelation der beiden 
Assays zeigt, dafi zunachst die Membranschadigung und zeitlich verzogert die 
Reduktion der metabolischen Aktivitat einsetzt. Mit steigender Inkubationsdauer und 
30 Poiymerkonzentration verstarkt sich die membranschadigende Wirkung der 
Polymere. 
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IV. DNA-Bindung der Copolymere bestimmt mittels Agarosegel-Elektrophorese: 

Das Bindungsvermogen der Copolymere der Beispiele 1 und 27 wurde mit 1%igen 
Agarosegelen bei 80 V elektrophoretisch bestimmt. Die Lokalisierung der Plasmide 
5 (CMV-nlacZ) erfolgt mittels UV-Anregung bei 254 nm nach Ethidiumbromidfarbung. 

Ergebnis: 

• Beide Polymere sind in der Lage elektrostatisch mit dem Piasmid zu interagieren. 

• Ubereinstimmend mit dem Blend ist das Polymer des Beispiels 1 in der Lage 
Piasmid vollstandig zu binden ab einem Stickstoff-PEI/Phosphat-DNA-Verhaltnis 
(N/P-Ratio) von 1,7. Die beim Blend beobachtete Ethidiumbromidexklusion (ab 
N/P 5,8), ein Zeichen fur intensive DNA-Kondenstation, ist bis N/P 23,0 fur das 
Copolymer unvollstandig. 

• Wahrend fur den Blend des Beispiels 27 eine vollstandige Plasmidbindung erst ab 

1 5 N/P 4, 1 und keine vdllige Ethidiumexklusion zu beobachten ist, zeigte das 

Copolymer Plasmidbindung ab N/P 2,4 und Exklusion des Farbstoffes ab N/P 
16,6. 



10 



V. Erythrozyten-Aggregations-Assay 



20 



Erythrozyten wurden aus dem Citratblut von Wistar-Ratten nach der Methode von 
Parnham und Wetzig (Chem. Phys. Lipids, 1993, 64: 263-274) isoliert, in 24-Wells 
ausgesat und 2 h lang mit den Testlosungen bei 37°C inkubiert. Mikroskopisch wurde 
die Aggregation und Adhasion der Erythrozyten unter dem EinfluG des- Polymers 
25 untersucht. Als Kontrolle dienten unbehandelte Erythrozyten. 

Ergebnis: 

• Freies Copolymer Beispiel 1 zeigte bei Konzentrationen von 0,27-18 pg/well im 
Vergleich zum Blend und zum PEI 25 kDa eine verringerte Aggregation und 
30 Adhasion der roten Blutkdrperchen an den Zellkulturschalen. Wahrend bei 

niedrigen Konzentrationen (0,27-0.7 pg/well) keine signifikanten Unterschiede zu 
beobachten waren, liefi sich mit steigender Konzentration ein deutlicher 
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Unterschied zwischen Copolymer und Blend bzw. PEI 25 kDa detektieren. Der 
Aggregationseffekt steigt bei steigendem N/P-Verhaltnis. 

• Copolymer Beispiel 27 zeigte das gegenteilige Verhalten. Die Aggregation des 
Blends bzw. des freien PEIs ist schwacher ausgepragt als die des Copolymers. 

• Durch die Komplexierung mit Plasmid-DNA vermindert sich bei beiden 
Copolymeren die Aggregation der Erythrozyten signifikant im Vergleich zum freien 
Polymer. 

VI. Hamolyse-Assay 

Erythrozyten wurden aus dem Citratblut von Wistar-Ratten nach der Methode von 
Parnham und Wetzig (Chem. Phys. Lipids, 1993, 64: 263-274) isoliert, mit den 
Polymerlosungen versetzt und 1 h lang bei 37 e C inkubiert. Die Erythrozyten werden 
durch Zentrifugation pelletiert (10 min, 25°C, 700 g) und aus dem Uberstand bei 540 
nm das Hamolysat photometrisch vermessen. 

Ergebnis: 

. Die Einzelkomponenten PEG 8-arm, PEG 500 Da und PEI 700 Da zeigen im 
Konzentrationsbereich 0,001-10 mg/ml keine signifikanten hamolytischen Effekte 
(alle 1-3%). 

• Das Copolymer Beispiel 27 weist im gleichen Konzentrationsbereich ebenfalls 
keine ausgepragten Effekte auf (<5%). 

• Bei der Einzelkomponente PEI 25 kDa sowie dem Blend fur Beispiel 1 steigt die 
hamolytische Aktivitat bei 0,001-10 mg/ml an (22,13% bei 10 mg/ml). 

. Das Copolymer Beispiel 1 zeigt bis zu 0,5 mg/ml eine ansteigende lytische 
Aktivitat bis zu 13,30%, bei hoheren Konzentration bis zu 10 mg/ml nimmt der 
hamolytische Effekt wieder ab (2,90% bei 10 mg/ml). 



WO 01/05875 



27 



PCT7EP00/06214 



VI Pharmakokinetik und Organverteilung von Polymer-DNA-Komplexen in der 
Maus 

Pharmakokinetik und Organverteilung der Copolymere Beispiel 1 und 27 wurden in 
5 balb/c Mausen bestimmt. Die Polymere wurden mit 125 l Bolton Hunter Reagenz 

(Pharmacia Biotech) radioaktiv markiert. Es wurden jeweils 0,4 bzw. 0,04 bzw. 0,008 
mg PEI(-Anteil) pro kg Maus mit der entsprechenden Menge NF-kB decoy 
Oligodeoxynucleotid (ODN) im Stickstoff / Phosphor Verhaltnis N/P 3,5 bzw. N/P 6 in 
einem Gesamtvolumen von 80 pi in 5% Glucoselosung komplexiert und nach 10 
10 Minuten den narkotisierten Mausen uber die Schlusselbeinvene injiziert. Nach 20 
Sekunden, 1, 2, 5, 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten wurden Blutproben uber einen 
Katheter aus der Arteria Aorta communis entnommen. Uber einen Blasenkatheter 
wurde der Urin uber 120 Minutern gesammelt. Nach 120 Minuten wurden die Mause 
dekapitiert und die Organe Cortex, Niere, Leber, Herz, Lunge, Milz und Fettgewebe 
15 wurden entnommen. Die Polymermenge in den Proben wurde mittels Messung der 
Radioaktivitat mit einem 1 277 Gammamaster Automatic Gamma Counter (LKB 
Wallac) bestimmt. 

Die Daten wurden mit dem Programm Kinetica 1.1 und einem 2-Kompartiment-Modell 
fur i.v. Bolus-lnjektion ausgewertet. Aus den Blutspiegelkurven wurden 
20 Verteilungsvolumen (V c ), die Konstante fur Elimination (k.,) und AUC berechnet. Bei 
drei auswertbaren Tieren sind Mittelwert ± Standardabweichung, bei zwei Tieren der 
Median angegeben, bei nur einem Tier ist der Wert in Klammern aufgefuhrt. 



Komplexherstellung und Dosierungen 
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Polymer 


N/P 


Dosis 
[mg/kg] 


V c [ml] 


ke, [min 1 ] 


AUC [min ug 
ml -1 ] 


25 kDa PEI 


3.5:1 


0.4 


23,39 


0,106 


4,89 


Beispiel 1 


3.5:1 


0.4 


(4,54) 


(0,028) 


(79,03) 


Beispiel 27 


3.5:1 


0.4 


5.84±0,4 


0,104±0,017 


16.86±1,64 














25 kDa PEI 


6:1 0,4 


5.39 


0,099 


19,22 
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25 kDa PEI 


6:1 


0,04 


1,37±0,2 


0,14±0,026 


6,22±1,18 


25 kDa PEI 


6:1 


0,008 


9,57±1,78 


0,063±0,009 


0,34±0,1 


Beispiel 1 


6:1 


0,4 


6,20 


0,067 


27,84 


Beispiel 1 


6:1 


0,04 


3,37±0,32 


0,072± 0,01 


4,0±0,67 


Beispiel 1 


6:1 


0,008 


5,1±0,55 


0,054±0,004 


0,80±0,10 


Beispiel 27 


6:1 


0,4 


8,12 


0,0593 


21,72 



Ergebnis: 

• Beobachtungen bei niedrigerer Dosis deuten auf schwachere Toxizitat des 
PEI(PEG) 20 gegenuber dem PEI 25 kDa hin. 
5 ■ Die Plasmaspiegel alter Polymere iie&en sich mit einem 2-Kompartiment-Modell 
beschreiben. 

■ Die Copolymere haben eine hdhere AUC sowie ein kleineres Verteilungsvolumen 
als das 25 kDa PEI. PEI(PEG) 20 (Beispiel 1) hat einen grofteren Effekt als 
PEG(PEI) 8 (Beispiel 27). 

10 " Die Elimination war bei den Copolymeren verringert. 

■ V c und kei zeigen keine erkennbare Dosisabhangigkeit. 

■ Die berechnete AUC war fur PEI 25 kDa und Beispiel 1 proportional zur Dosis, 
die Steigung der Geraden AUC/Dosis war bei Copolymer Beispiel 1 gro&er. 

■ Hauptorgane der Verteilung nach 120 Minuten waren Leber, Niere und Milz. Fur 
15 die 6:1 Komplexe zeigen die Copolymere im Vergleich zu PEI 25 kDa eine 

verringerte Aufnahme in Leber und Milz, sowie eine hbhere Aufnahme in die 
Niere. 
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Patentanspruche 



1. Verbindung der Formel I Oder II 



(I) A(-X-B)„ (H) C(-Y-D), 



in welcher 



A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares Oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 100 bis 10.000.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares Oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 1.000.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)NH- mit o = 1 bis 20, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit , 

-0(CH 2 ) P C(0)NH- mit p = 1 bis 10, 

-OC(0)NH- Oder 

-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 20; 

n fur eine ganze Zahl 1 bis 200 steht; 

C fur ein lineares oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
100 bis 1.000.000 g/mol; 



D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 



-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 3 bis 25.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer Rest 
oder eine andere OH-Schutzgruppe oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 1 bis 20, 

-NHC(0)NH(Ary[)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit, 

-NH(CH 2 )tC(0)0- mit t = 2 bis 10, 

-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0- oder 

-NH(CH 2 ) u O-mitu = 1 bis 20, 

und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 200 steht. 



Verbindung gemali Anspruch 1 , in welcher 



A fur ein hydrophiles, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 1.000 bis 100.000 g/moi steht; 



B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 100.000 g/mol steht; 
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X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B Oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht: 

-OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)NH- mit o = 2 bis 10, 

-OC(0)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 

-0(CH 2 ) p C(0)NH- mit p = 1 bis 3, 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH-, 

-OC(0)NH- Oder 

-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 6, 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 50, 

C fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 
400 bis 100.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 
-(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 10 bis 5.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest Oder eine andere OH-Schutzgruppe Oder ein zellularer Ligand ist; 

Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D Oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 2 bis 10, 

-NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = aromatische Einheit mit einem Kern, 
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-NH(CH 2 ),C(0)0- mit t = 2 bis 3, 
-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 
-NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 6; 
und 

m fur eine ganze Zahl von 1 bis 100 steht. 

Verbindung gemall Anspruch 1 oder 2, in welcher 

A fur ein hydropses, nichtionisches, lineares oder verzweigtes Polymer 
mit einem Molekulargewicht von 5.000 bis 50.000 g/mol steht; 

B fur ein lineares oder verzweigtes Polyethylenimin (PEI) mit einem 
Molekulargewicht von 400 bis 50.000 g/mol steht; 

X fur eine direkte Bindung der Blocke A und B oder fur ein Bruckenglied 
mit folgenden Strukturen steht: 

-OC(O)NH(CH 2 ) o NHC(0)NH- mit o = 4 bis 6, 

-OC(O)NH(Aryl)NHC(0)NH- mit Aryl = Toluyl-, 

-0(CH 2 ) p C(0)NH- mit p = 1 , 

-OCH 2 CH(OH)CH 2 NH-, 

-OC(0)NH-, oder 
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-0(CH 2 ) q NH- mit q = 1 bis 3; 

n fur eine ganze Zahl von 1 bis 12 steht; 

5 C fur ein lineares Oder verzweigtes PEI mit einem Molekulargewicht von 

400 bis 50.000 g/mol steht; 

D fur einen Rest eines uber O gebundenen Polyethylenglykols der Formel 

10 -(CH 2 CH 2 0) n -R 1 

steht, worin n' = 10 bis 1.000 ist und R 1 Wasserstoff, ein aliphatischer 
Rest oder eine andere OH-Schutzgruppe oder ein zellularer Ligand ist; 

15 Y fur eine direkte Bindung der Blocke C und D oder fur ein Bruckenglied 

mit folgenden Strukturen steht: 

-NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- mit s = 4 bis 6, 

20 -NHC(0)NH(Aryl)NHC(0)0- mit Aryl = Toluyl-, 

-NH(CH 2 ) t C(0)0- mit t = 2, 

-NHCH 2 CH(OH)CH 2 0-, oder 

25 

-NH(CH 2 ) u O- mit u = 1 bis 3; 
und 

30 m fur eine ganze Zahl von 1 bis 50 steht. 
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Verbindung gemafc einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel I 
aufweist. 

Verbindung gemafi einem der Anspruche 1 bis 3, welche die Formel II 
aufweist. 

Verbindung gemafl einem der Anspruche 1 bis 4, in welcher X fur ein 
Bruckenglied der Formel -OC(0)NH(CH 2 ) 0 NHC(0)NH- steht. 

Verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 und 5, in welcher Y fur ein 
Bruckenglied der Formel -NHC(0)NH(CH 2 ) s NHC(0)0- steht. 

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel I gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dad man 

a) Verbindungen der allgemeinen Formel V 

(V) A-(OH) n mit A und n = wie in Formel I 
mit Diisocyanat umsetzt, Oder 

b) Verbindungen der allgemeinen Formel VI 

(VI) A-(NH 2 ) n (mit A und n = wie in Formel I definiert) 

bei der Polymerisation von Ethylenimin dem Reaktionsansatz von 
Beginn der Polyreaktion an oder erst spater im Verlauf der Polyreaktion 
zufugt, oder 



c) Verbindungen der allgemeinen Formel VII 



WO 01/05875 35 PCT7EP00/06214 

(VII) A-(OS(0) 2 R 4 ) n mit A wie in Formel I und R 4 = aliphatischer Oder 
aromatischer Rest als Makroinitiator fur die Polymerisation von 
Ethylenimin einsetzt. 



5 9. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel II gemafi einem der 
Anspruche 1 bis 3 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafi man Verbindungen 
der allgemeinen Formel IX 



(IX) D-OH (mit D wie in Formel II definiert) 

10 

zunachst mit Diisocyanat und anschliefiend die erhaltene Verbindung mit 
linearem oder verzweigtem Polyethylenimin umsetzt. 



10. Verwendung einer Verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 7 als 
15 Tensid. 



11. Verwendung einer Verbindung gemafi einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von Polynukleinsauren in waftrigen Systemen. 



20 12. Verwendung einer Verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von DNA in waftrigen Systemen. 

13. Verwendung einer Verbindung gemali einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von RNA in walirigen Systemen. 

25 

14. Verwendung einer Verbindung gemaft einem der Anspruche 1 bis 7 zur 
Komplexierung von Ribozymen in waflrigen Systemen. 

15. Zusammensetzung , die mindestens eine Nukleinsaure und eine Verbindung 
30 gemali einem der Anspruche 1 bis 7 umfaBt. 
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